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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen:

ACE
ACS
ALT
ASS
AST
ATA1
BSA
CBA
CKmax
CRP
EDTA
FACS
FITC
GPIIb/llla-Antagonisten
GTPase
HCG
HDL
HMG-CoA-Reduktase
IL-(1-10)
IFN-y
LDL
LPS
NSTEMI
PE

Angiotensin-Converting-Enzyme
Acute coronary syndrome
Alaninaminotransferase
Acetylsalicylsdure
Aspartataminotransferase
Angiotensin-Rezeptor Typ 1
Rinderserumalbumin
Cytometric-Bead-Array-System
Maximal-Wert der Kreatinkinase
C-reakives Protein
Ethylendiamintetraacetat
Fluorescence associated cell sorter
fluorescein isothiocyanate
Glykoprotein lIb/llla-Antagonisten
Guanosintriphosphatase

human chorionic gonadotropine

High-Density-Lipoprotein

3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym- A-Reduktase

Interleukin-(1-10)
Interferon -y
Low-Density-Lipoprotein

Lipopolysacharid-Stimulanz

non-ST-elevation myocardial infarction

R-phycoerythrin



PerCP
PFA
PMA
SEB
STEMI
TSH
TH1
TH2
TNF-a

Peridinin chlorophyll protein
Paraformaldehyd
Phorbol-12-myristate-13-acetat
Staphylokokken Enterotoxin B
ST-elevation myocardial infarction
thyreoideastimulierendes Hormon
T-Helferzell-Typ 1
T-Helferzell-Typ 2

Tumornekrosefaktor-a



1. Einleitung

Das Verstandnis der Atherosklerose und der koronaren Herzerkrankung hat sich in
den letzten Jahren gewandelt. Das klassische Konzept der kardiologischen
Risikofaktoren erklart nur teilweise den Ursprung und die Progredienz der
Atherosklerose. Einen wichtigen Beitrag zu einem besseren Versténdnis lieferte
zunachst die Entdeckung des LDL-Rezeptors und seiner Bedeutung fiir die
Entstehung der Atherosklerose (1). Weitere Erkenntnisse lieferte die Aufstellung der
sresponse to injury “-Hypothese (2), die besagt, dass die Ausbildung der fir die
Atherosklerose charakteristischen morphologischen Veranderungen in direktem
Zusammenhang mit chronischen inflammatorischen Reaktionen der Gefallwénde
steht. Die stetige Schadigung der Gefallwande z.B. bei Hypercholesterindmie oder
Diabetes mellitus fuhrt zu Endotheldefekten, wodurch es zur Anziehung, Adhé&sion
und Einwanderung von Monozyten und Lymphozyten in die Gefallwand kommt (3).
Daher gilt die Arteriosklerose heute als chronische Entziindungserkrankung. Die
adulerste Komplikation der Arteriosklerose ist das akute koronare Syndrom (ACS),
das mit hohen Morbiditdts- und Mortalitdtsraten assoziiert ist (4,5). Die hier
zugrundeliegende Veranderung ist ein rupturiertes atherosklerotisches Plaque, das
wiederum auf eine starke inflammatorische Zelleinwanderung zurtickzufihren ist.
Eine SchlUsselrolle in diesem Prozess spielen Monozyten und Makrophagen, die
destabilisierende Proteasen (z.B. Matrix-metalloproteasen) und inflammatorische
Zytokine (z.B. Interleukin-6, Tumornekrosefaktor-a) sezernieren, sowie T-
Lymphozyten, die ihrerseits inflammatorische Zytokine (Tumornekrosefaktor-a,
Interferon-y) produzieren, wodurch wiederum Makrophagen stimuliert werden und die
Synthese von extrazelluldrer Matrix - durch glatte GefaBmuskelzellen - inhibiert wird
(6,7,8). Letzteres wird als Th-1-Antwort bezeichnet und beschreibt das aggressive
Vorgehen von T-Lymphozyten, die durch inflammatorische Zytokinproduktion
(Tumornekrosefaktor-a, Interferon-y) Gefaldzellen schadigen. Beim akuten
Koronarsyndrom kommt es zu einer induzierten Th1-Antwort (9).

Folglich wére es winschenswert, die Atherosklerose und insbesondere das akute
Koronarsyndrom nicht ausschlieBlich mit Medikamenten, die in die Plattchenfunktion
oder die Gerinnungskaskade eingreifen, zu behandeln. Ergdnzend ist eine potente
antiinflammatorische Behandlung erstrebenswert. Eine entzindungshemmende

Therapie mit Acetylsalicylsdure ist beim ACS seit Jahrzehnten Standard. Neuere



Untersuchungen konnten belegen, dass vor allem Patienten mit erhéhten Interleukin-
6- und CRP-Werten von dieser Therapie profitieren (10).

Den ersten Beleg antiinflammatorischer Eigenschaften von HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren (Statine) lieferte eine retrospektive Subanalyse der CARE-Studie. Hier
wurde gezeigt, dass Statine nicht nur das Risiko weiterer koronarer Ereignisse
senken, sondern darlber hinaus den Blutspiegel proinflammatorischer Faktoren
vermindern (11). Zwei neuere klinische Studien (MIRACL (12); PROVE IT-TIMI-22
(13)) zeigten eine Abnahme kardiovaskularer Ereignisse bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom, die mit einer hochdosierten Statintherapie behandelt wurden.

Die Abnahme von Koronarereignissen unter einer Statintherapie ist in den
verschieden klinischen Studien unterschiedlich. Hierfur werden
medikamentenspezifische Faktoren verantwortlich gemacht. Die verschiedenen
Statine haben vergleichbare lipidsenkende Eigenschaften, wobei jedoch
mdoglicherweise unterschiedliche sogenannte pleiotrope Wirkungen bestehen.
Darunter versteht man Effekte, die sich positiv auf das jeweilige Krankheitsbild
auswirken und nicht in direktem Zusammenhang mit der primdren Wirkung des
Medikaments - in diesem Fall der Lipidsenkung - stehen.

Sowohl In-vitro- als auch Tierversuche konnten zeigen, dass Statine ein weites Feld
von immunmodulatorischen Eigenschaften besitzen. Statine sind unter anderem
imstande, zirkulierende proinflammatorische Zytokine zu senken sowie die [3-2-
integrin-Expression (LFA-1) - sowohl in Monozyten als auch in T-Lymphozyten — zu
reduzieren. Dadurch kommt es =zu einer Abnahme der endothelialen
Leukozytenadhasion (14), der Matrix-Metalloproteinasen-Synthese (15) und der IFN-
y-induzierten Expression des Major-Histokompatibilitdts-Antigens Typ |l auf
endothelialen Zellen und Makrophagen (16, 17). Zudem wird eine Verminderung der
T-Lymphozyten-Aktivierung, ihrer Zytokinproduktion und lhrer zytotoxischen Aktivitat
durch die Inhibition der Prenylierung von kleinen GTPasen und intrazellularen
Signaltransduktionsmechanismen (18, 19, 20) erreicht.

Daher werden den Statinen zahlreiche immunmodulatorische Effekte zugesprochen.
Jedoch ist es bislang unklar, ob diese Mechanismen im menschlichen Organismus
und insbesondere beim akuten Koronarsyndrom eine grundlegende Rolle spielen.
Um diese Fragen zu kladren, sollen in dieser prospektiven, doppel-blind-
randomisierten, placebokontrollierten Studie - unter Bericksichtigung des

dargelegten bisherigen Wissensstands - mdgliche immunmodulatorische Effekte von



Rosuvastatin bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurden sowohl intraplasmatische Zytokinkonzentrationen als auch die

intrazellulare Zytokinexpression in Monozyten und Lymphozyten bewertet.



2. Material und Methoden

2.1.Materialien

2.1.1.Verwendete Substanzen und Rehagenzien

Ampuwa (Aqua dest.), Fresenius, Bad Homburg

Brefeldin-A, Sigma, Taufkirchen

Cell-Wash, Becton Dickinson, Heidelberg
Cytometric-Bead-Array-System (CBA), Becton Dickinson, Heidelberg
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Sigma, Taufkirchen
FACS-Flow (Sheath Fluid for use on Flow-Cytometry), Becton Dickinson, Heidelberg
lonomycin, Sigma, Taufkirchen

Lipopolysaccharid-Stimulanz (LPS), Sigma, Taufkirchen

Lysing Solution (HUMAN), Becton Dickinson, Heidelberg
Paraformaldehyd (PFA), Sigma, Taufkirchen

Phorbol 12-myristate-acetat (PMA), Sigma, Taufkirchen
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), Sigma, Taufkirchen
Rinderserumalbumin (BSA), Sigma, Taufkirchen

RPMI-Puffer, Invitrogen, Karlsruhe

Sodium-Acid (NaN3), Sigma, Taufkirchen

Saponin, Sigma, Taufkirchen

Staphylokokken Enterotoxin B (SEB), Sigma, Taufkirchen

2.1.2. Verwendete Antikorper

CD3-FITC Antikdrper, Becton Dickinson, Heidelberg

CD3-PERCP Antikérper (clone SK7), Becton Dickinson, Heidelberg
CD4-PERCP Antikérper (clone SK3), Becton Dickinson, Heidelberg
CD14-PEcy5 Antikérper (clone RMO52), Beckmann/Coulter, Krefeld
CD28- Antikdrper (clone Leu-28), Becton Dickinson, Heidelberg
CD49d Antikérper (clone 9F10), Becton Dickinson, Heidelberg



CD154-PE Antikérper, Becton Dickinson, Heidelberg

IL-4-PE Antikdrper (clone 8D4-8), Becton Dickinson, Heidelberg

IL-6-PE Antikorper (clone MQ2-13A5), Becton Dickinson, Heidelberg
Interferon-gamma-FITC Antikérper (clone 4S.B3), Becton Dickinson, Heidelberg
Interferon-gamma-PE Antikérper (clone 4s.B3), Becton Dickinson, Heidelberg

Tumornekrosefaktor-a-FITC-Antikérper(clone MAb11),Becton Dickinson, Heidelberg

2.1.3. Verwendete Gerite

e FACSCalibur (Fluorescence-associated-cell-sorter), Becton Dickinson
e Feinwage Acculab, Sartorius Group
o Gefrierschranke: -Economic Froster, Bosch
-Ecu 7085-5, Profiline
e Kelvtron T Inkubator, Heraeus Instruments
e Scottsman MF22, Frimont (automatic Ice Machine)
e Pippetten: -Pasteur Capillary Pipettes 150mm
-Eppendorf (10ul, 20ul, 100ul,1ml)
-Greiner Bio-one (10ml, 20ml)
e Vortex Mixer 2019R, Ncolab
e Zentrifugen: -Biofuge Pico, Haereus Instruments
-Megafuge 1.0, Haereus sepatech
-Laborfuge 400R Functio Line, Haereus Instruments

-Universal 16R, Hettich Zentrifugen



2.2. Methoden

2.2.1. Ein- und Ausschlusskriterien

Die Patienten-Zielpopulation bestand aus ménnlichen und weiblichen Patienten im
Alter zwischen 18 und 80 Jahren bei denen eine perkutane Koronarintervention
aufgrund eines akuten Koronarsyndroms mit Troponin-positiver, instabiler Angina
pectoris oder mit NSTEMI (Myokardinfarkt ohne ST-Erhéhung) oder mit STEMI
(Myokardinfarkt mit ST-Erhéhung) durchgefuhrt wurde.

Folgende Patienten sind von der Studie ausgeschlossen worden:

e Akutes Koronarsyndrom mit Troponin-negativer instabiler Angina pectoris oder
mit kardiogenem Schock

¢ Interventionen mit Ausnahme einer perkutanen Koronarintervention

e Einnahme cholesterinsenkender Medikamente innerhalb der letzten 2 Wochen
vor Studienbeginn

e Hypersensitivitdt gegeniber HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren in  der
Anamnese

e Schwangere oder stillende Frauen und Frauen im gebarfdhigen Alter, die
keine Schwangerschaftsverhitung betreiben oder wenn ein positiver B-HCG-
Test vorliegt

e Maligne Tumoren in den letzten 10 Jahren mit Ausnahme eines
Basalzellkarzinoms

e Diabetes mellitus

e Unkontrollierter Hyperthyreoidismus (TSH> 1,5 x oberer Normalwert bei Visite
1) oder Patienten mit Thyroxin-Ersatztherapie, die in den letzten 3 Monaten
begonnen wurde

e Homozygote, familiare Hypercholesterinamie oder bekannte Typ III
Hyperlipiddmie in der Anamnese

e Gleichzeitige Einnahme von bestimmten Medikamenten: Clarithromycin,
Erythtromycin,  Sulfisoxazole, Rifampicin,  Fluconazol, @ Ketokonazol,
ltrakonazol, Medikation gegen Magenulzera, Cisaprid, Digoxin,

Antihistaminika, Astemizol, Terfenadin, Orlistad, Niacin, Nikotinsdure,
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Probucol, Clofibrat, Cholestyramin, Colestipol, Fenofibrat, Gemfibrozil,
Atorvastatin, Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin, Cerivastatin, Fluvastatin,
Fischol sowie jegliche immunmodulierende Therapie

e Alkohol- oder Drogenmissbrauch in der Anamnese

e Lebererkrankungen oder Leberfunktionsstérungen (definiert als 1,5x
Erhéhung des oberen Normalwerts von ALT,AST oder Bilirubin) bei Visite 1

e Unerklarbare Serumkreatininerhéhung (>3x des oberen Normwertes) bei
Visite 1

e Serumkreatinin > 3,0 mg/dI

e Teilnahme an einer klinischen Prifung innerhalb der letzten 30 Tage vor
Randomisierung

e Ernsthafte medizinische oder psychische Erkrankungen, die nach Meinung
des Prufarztes die Sicherheit oder die erfolgreiche Teilnahme des Patienten
geféhrden

e Vorherige Randomisierung in diese Studie

2.2.2. Untersuchungsablauf

Es wurden 35 Patienten mit akutem Koronarsyndrom, in deren bisheriger Medikation
keine cholesterinsenkenden Medikamente enthalten waren (einschlief3lich
Lipidsenker, Nahrungserganzungsmittel, Lebensmittelzusatzstoffe in den letzten 2
Wochen), in eine doppel-blinde, placebokontrollierte, monozentrische Studie
eingeschlossen und randomisiert. Sie erhielten Gber einen Zeitraum von 6 Wochen
einmal téglich 20mg Rosuvastatin oder Placebo per os. Primdre Endpunkte waren
Anderungen der Immunantwort wie z.B. die intrazelluldre Zytokin-Expression in
Monozyten und Lymphozyten. Es wurden jeweils an vier Zeitpunkten
Untersuchungen durchgefiihrt. Nach Einschluss und Randomisierung des jeweiligen
Patienten wurden noch vor Gabe der Medikation, Blutproben zur Untersuchung der
klinischen Chemie, der Hamatologie und immunologischer Marker entnommen. Nach
24 Stunden, 72 Stunden und 6 Wochen wurden weitere Blutproben zur Analyse der
klinischen Chemie, Hamatologie und immunologischer Marker entnommen. Die
Studie wurde in Ubereinstimmung mit den ethischen Prinzipien der Deklaration von

Helsinki und im Einverstandnis aller zuvor aufgeklarten Patienten durchgefihrt. Das
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Studienprotokoll wurde von der Ethischen Kommission der Universitdt des

Saarlandes genehmigt.

2.2.3. Blutproben

Bei jeder Visite wurden 20 ml Heparinblut und 10 ml EDTA-Blut tGber eine vendse

Kanlle entnommen.

2.2.4. Durchflusszytometrische Messung der intrazelluldren Zytokinexpression

Die heparinisierten Blutproben wurden mit Lipopolysacharid (100ng/ml LPS; Sigma,
Deutschland) fur die monozytdre Zytokin-Expression, mit Staphylococcus aureus
Enterotoxin B (2,5 ug/ml SEB) in Gegenwart von CD28 (clone Leu-28; BD
Pharmingen; Deutschland) und CD49d (clone 9F10; BD Pharmingen) fiir die CD3-T-
Lymphozyten-Zytokin-Expression oder mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA,;
Sigma) und lonomycin (Sigma) fir die CD-4-Lymphozyten-Zytokin-Expression,
stimuliert. Die Zellen wurden in Polypropylenréhrchen tber einen Gesamtzeitraum
von 6 Stunden bei 37°Celsius inkubiert. Zur Hemmung der extrazelluldren
Zytokinsekretion wurde fur die letzten 4 Stunden der Inkubation 10ug/ml Brefeldin A
(Sigma) hinzugefugt. Anschlielfend wurden die Zellen mit EDTA fir die geplante
monozytare und lymphozytare Zytokinmessung und mit Paraformaldehyd 4% fur die
geplante Zytokinmessung der CD-4-Zellen fixiert. Die Erythrozyten wurden in
Ubereinstimmung mit der Produktanleitung mit Lysing Solution (BD Pharmingen) 10
Minuten lysiert. Die Zellmembranen wurden nun mit 0,1% Saponin (Sigma) in PBS
mit 5% Milchpulver und 0,1% bovinem Serumalbumin (BSA; Sigma) reversibel
permeabilisiert. Zelluldre Oberflichenmarker und intrazelluléare Zytokine wurden in
Permeabilisations-Puffer mit fluoreszenzfarbstoffkonjugierten mouse-anti-human-
Antikérpern gekennzeichnet. Zur Farbung der zelluldren Oberflachenmarker wurde

fir Monozyten ein PE-Cy5-markierter anti-CD14-Antikérper (clone RMO52,
Beckmann/Coulter, Deutschland), fir Lymphozyten ein PerCP-markierter anti-CD3-
Antikérper (clone SK7, BD Pharmingen, Deutschland) und fur T-Helferzellen (Th-
Zellen) ein PerCP-markierter anti-CD4-Antikérper (clone SK3, BD Pharmingen)



verwendet. Zur Farbung der intrazelluldren Zytokine wurden fir die monozytaren
intrazellularen Zytokine FITC-markierte anti-TNF-a-Antikérper (clone MAb11, BD
Pharmingen) und PE-markierte anti-IL6-Antikérper (clone MQ2-13A5, BD
Pharmingen), fur lymphozytare intrazelluldre Zytokine FITC-markierte anti-TNF-o-
Antikérper (clone MAb11, BD Pharmingen) sowie PE-markierte anti-IFN-y-Antikérper
(clone 4s.B3, BD Pharmingen), fur T-Helfer-Zellen FITC-markierte anti-IFN-y-
Antikérper (clone 4S.B3, BD Pharmingen) und PE-markierte anti-IL4-Antikérper
(clone 8D4-8, BD Pharmingen) verwendet. Nach einer 45-minttigen Inkubation bei
4°C wurden die Zellen dreimal in Permeabilisationspuffer und zweimal in FACS-
Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden die gefarbten Antigene mit 1%
Paraformaldehyd-L&sung fixiert. Die Messungen wurden an einem Becton Dickinson

FACScan-flow-Zytometer und mit dem Cellquest-Software-System durchgeftuhrt.
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2.2.5. Intraplasmatische Zytokinbestimmung mit dem Cytometric Bead Array

Zur Bestimmung intraplasmatischer Zytokine wurden Serumproben vom EDTA-
Vollblut getrennt. In Ubereinstimmung mit der Produktanleitung wurde das
Cytometric-Bead-Array-System (CBA; Becton Dickinson, Heidelberg) fir folgende
Antikérper verwendet: IL-6; TNF-a: IFN-y; IL-4; IL-10. Die Messungen wurden an
einem Becton Dickinson FACScan-flow-Zytometer und dem BD-CBA-Software-

System durchgefuhrt.

Cytometric Bead Array
Sandwich Assay

FL3

@ <>+

kovalent gebundener Zytokin PE-markierter
Capture-Antikorper Detektions-Antikorper

Abb. 2: Der Nachweis und die quantitative Bestimmung von Zytokinen aus dem
Serum erfolgte mit dem Cytometric-Bead-Array-Kit. Die zu bestimmenden Zytokine
werden an sogenannte Capture Beads mit unterschiedlicher Fluoreszenz-Intensitat
kovalent gebunden. Nach Bindung des Zytokins an die Capture Beads wird ein
spezifischer PE-markierter Detektions-Antikérper hinzugefiigt und gekoppelt. Uber

eine Eichgerade werden Quantitative Ergebnisse erzielt.
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2.2.6. Statistik und Auswertung

Gemall dem explorativen Charakter dieser Studie wurde hauptséchlich die
deskriptive Statistik zur Auswertung der Daten angewandt. Fir alle primaren
Endpunkte (immunologische Marker) wurden die folgenden statistischen Parameter
errechnet: Median, die Werte der 25. und 75. Perzentile und die prozentuale
Anderung des Ausgangswertes nach 24 Stunden, 72 Stunden und 42 Tagen. Die
Grolle der Versuchspopulation wurde zur Null-Hypothese errechnet, dass
Rosuvastatin und Placebo keine Differenz bezlglich der primaren Endpunkte
aufweisen. Eine Probengrdfde von 17 Patienten in jeder Gruppe wurde unter der
Annahme einer Power von 80% und einem zweiseitigen Konfidenzintervall zum
Konfidenzniveau 0.95 evaluiert. Zusatzlich wurde der U-Test flr unabhé&ngige
Stichproben und der Wilcoxon-Rank-Sum-Test fir abhangige Stichproben
verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

Die unter 2.2. beschriebenen Untersuchungen wurden an 35 Patienten mit einem
akuten Koronarsyndrom mit Troponin-positiver instabiler Angina pectoris, mit
NSTEMI oder mit STEMI und angiographisch dokumentiertem koronararteriellen
Krankheitsbefund zwischen dem 09.12.2002 und dem 14.04 2004 durchgefuhrt.
Nach Randomisierung erhielten die Patienten Rosuvastatin 20 mg/d (n=18) oder
Placebo (n=17). Es gab keine Unterschiede in beiden Gruppen bezliglich des Alters
(Rosuvastatin-Gruppe 55.5 (48.0 - 69.0) vs. Placebo-Gruppe 60.0 (51.0 - 69.5)
Jahre), des Geschlechts, der Infarktgré3e gemessen am Maximum der Kreatinkinase
872 (180.8 -2837.5) vs. 787 (320.8 -1478.0) U/l und der zuséatzlichen

Standardtherapie des akuten Koronarsyndroms. (Tabelle 1)
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Placebo-Gruppe Rosuvastatin-Gruppe | p-Wert
N 17 18 n.s.
Alter (Jahre) 60 (51.0, 69.5) 55.5 (48.0, 69.0) n.s.
Minner /Frauen (n / n) 11/6 12/6 n.s.
Cholesterin 208 (190.0, 219.0) 201 (178.0, 235.0) n.s.
LDL-Cholesterin 134 (115.3, 144.4) 134 (103.9, 143.8) n.s.
HDL-Cholesterin 39 (33.7,47.3) 43 (38.9,46.9) n.s.
Triglyzeride 143 (121.2,211.8) 118 (90.0, 177.0) n.s.
Nicht-ST-Hebungs-Infarkt 10 12 n.s
(NSTEMI)
ST-Hebungs-Infarkt 7 6 n.s.
(STEMI)
InfarktgroBe (CKmax U/1) 787 (320.8, 1478.0) 872 (180.8, 2837.5) n.s.
Ejektionsfraktion (%) 58 (38.2,72.0) 59 (36.2, 68.5) n.s.
GPIIb/IITa-Antagonisten(n) | 8 11 n.s.
ASS (n) 17 18 n.s.
Clopidogrel (n) 17 17 n.s.
3-Blocker (n) 17 18 n.s.
ACE-Inhibitoren (n) 17 17 n.s.
Tabelle 1: Grundlegende Charakteristika beider Behandlungsgruppen: Alter,

Geschlecht, Lipidprofil, Infarktgrofle, Zusatztherapie. Die Ausgangswerte zeigen

keine signifikanten (n.s.) Unterschiede zwischen der Placebo- und der Rosuvastatin-

Gruppe. Die Parameter wurden als Median und Messwert der 25. und 75. Perzentile

oder als Nominaldaten beschrieben.
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3.2. Lipidstatus

Die Ausgangswerte in beiden Gruppen waren equivalent fir Gesamtcholesterin 201
(178.0 -235.0) zu 208 (190.0 - 219.0) mg/l, LDL-Cholesterin 134 (103.9-143.8) zu
134 (115.3 - 144.4) mg/l, HDL-Cholesterin 43 (38.9 — 46.9) zu 39 (33.7 — 47.3)
mg/l und Triglyzeride 118 (90.0 — 177.0) zu 143 (121.2 — 211.8) mg/l. Sowohl die
Werte fir Gesamtcholesterin als auch LDL-Cholesterin blieben im Verlauf der
Untersuchung konstant in der Plazebo-Gruppe, wahrend Rosuvastatin das
Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin innerhalb von 72 Stunden auf 193.5 (179.0
— 216.0) mg/l und nach 6 Wochen auf 154.0 (132.0 — 179.0) mg/l herabsetzte. Das
LDL-Cholesterin wurde innerhalb von 72 Stunden durch die Statintherapie auf 135.0
(111.0 — 158.0) mg/l und nach 6 Wochen auf 75.5 (56.0 — 93.5) mg/l reduziert. Es
ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen in den ersten 24 Stunden. Sowohl
das HDL-Cholesterin als auch die Triglyzeride wurden durch Placebo nicht signifikant
beeinflusst, wahrend Rosuvastatin das HDL-Cholesterin signifikant von 43.3 (38.9 —
46.9) auf 49.0 (44.5 — 56.0) mg/l nach 6 Wochen erhdhte.

3.3. Wirkung auf intraplasmatische Zytokine und Proteine

Rosuvastatin reduzierte IFN-y (124 (90.2 — 155.7) zu 74 (30.9 — 126.6) pg/l; p<0.05))
und TNF-a (4 (3.9 — 4.7) zu 3 (2.2 — 4.1) pg/l; p<0.05) innerhalb von 24 Stunden
(Abbildung 3). Diese Verminderung bestatigte sich Uber 6 Wochen. Im Gegensatz
hierzu blieben die Plasmakonzentrationen dieser Zytokine in der Placebogruppe
unverandert oder sanken erst nach 72 Stunden, um nach 42 Tagen auf Normwerte
zuriickzukehren. Rosuvastatin fuhrte zu einer signifikanten Abnahme von IL-6 nach 3
und 42 Tagen. In beiden Gruppen sanken die jeweiligen IL-6-Konzetrationen Schritt
fur Schritt nach 3 und 42 Tagen (Abbildung 4). Es konnte keine schnelle Interaktion
zwischen Rosuvastatin und C-Reaktivem-Protein festgestellt werden. Allerdings kam
es nach 42 Tagen zu einem signifikanten CRP-Abfall in der Rosuvastatin-Gruppe
sowie zu einer Blockierung des in der Placebo-Gruppe beobachteten Anstiegs des
CRP-Wertes in den ersten 3 Tagen (Abbildung 4). Die Plasmakonzentrationen der

antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 blieben unverandert (Tabelle 2).
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Abb. 3: Relative Anderungen der Plasmakonzentrationen der proinflammatorischen

Zytokine Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) wahrend einer 42-

tagigen Therapie mit Rosuvastatin oder Placebo.
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Abb. 4: Relative Anderungen der Plasmakonzentrationen des proinflammatorischen
Zytokins Interleukin-6 (IL-6) und des C-reaktiven Proteins (CRP) wéahrend einer 42-tagigen

Therapie mit Rosuvastatin oder Placebo.
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3.4. Einfluss auf die induzierbare intrazelluldare monozytéare Zytokin-Expression

Die monozytare Aktivitat wurde nach einer In-vitro-Stimulation mit Lipopolysaccharid
(LPS) untersucht. Die induzierbare intrazellulare Zytokin-Expression von IL-6 und
TNF-a in  Monozyten wurde mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung und
Durchflusszytometrie gemessen. Die Ausgangsdaten zeigten das 18 (8.5-35.6) %
der Monozyten in der Rosuvastatin-Gruppe und 31 (21.2 — 43.7) % in der Placebo-
Gruppe (n.s.) fahig waren IL-6 zu produzieren. Allerdings konnten keine signifikanten
Einflisse von Placebo oder Rosuvastatin im Verlauf der Untersuchung festgestellt

werden (Tabelle 2).

3.5. Einfluss auf die induzierbare intrazelluldre lymphozytare Zytokin-

Expression

Die Zytokin-Expression der T-Lymphozyten wurde mittels zwei verschiedener
Methoden induziert: erstens Aktivierung der T-Zellen durch Superantigen-vermittelte
(Staphylokokken Enterotoxin B, SEB) Vernetzung des T-Zell-Rezeptors und Major-
Histokompatibilitats-Komplex-1l-Rezeptors und zweitens Aktivierung der T-Zellen
durch PMA/lonomycin, wodurch verschiedene intrazelluldre Transkriptionsfaktoren
induziert werden.

Die Grundstimulation mit SEB induzierte eine IFN-y-Produktion in 5 (2.6 — 11.7) %
der CD3-T-Zellen in der Rosuvastatin-Gruppe und in 3 (2.5 — 5.4) % in der Placebo-
Gruppe (n.s.). Wahrend der Rosuvastatinbehandlung kam es zu einer schnellen und
signifikanten Abnahme der IFN-y-produzierenden Lymphozyten auf 3 (1.9 — 5.1) %
innerhalb von 24 Stunden (p<0.05) (Abbildung 5, Tabelle 2). Es konnten gleichartige
Ergebnisse mit einer signifikanten Abnahme der SEB-induzierten TNF-a-Produktion
in CD3-T-Zellen in der Rosuvastatin-Gruppe gefunden werden 10 (6.6 — 18.3) % vs.
6 (4.4 — 9.6) %; p<0.05 (Abbildung 5, Tabelle 2).

Die Grundfrequenz der IFN-y-Produktion in CD4-T-Zellen war 34 (23.9 — 48.6) % in
der Rosuvastatin-Gruppe und 24 (20.9 — 37.3) % in der Placebo-Gruppe (n.s.). In der
Verum-Gruppe ergab sich auch eine signifikante Abnahme der IFN-y-produzierenden
Lymphozyten (34 (23.9 — 48.6) % vs. 26 (18.1 — 38.3) %) innerhalb von 24 Stunden
(p<0.05) (Th-1-Immunantwort) (Abbildung 6, Tabelle 2). Dieser Effekt bestétigte sich

Uber 42 Tage. Vor Behandlungsbeginn konnte in 4% der CD4-positiven T-Zellen eine
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PMA/lonomycin-induzierte |IL-4-Produktion (Th-2-Immunantwort) festgestellt werden.
In der Statin-Gruppe kam es nach 72 Stunden zu einem Rickgang der Th2-
Immunantwort (Abbildung 6, Tabelle 2).
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Abb. 5 Relative Anderungen zu den Ausgangswerten der induzierbaren
intrazelluldren Zytokin-Expression in T-Lymphozyten wahrend einer 42-tagigen
Therapie mit Rosuvastatin oder Placebo. Nach der Stimulation mit
Staphylokokkenenterotoxin B (SEB), wurde die induzierbare intrazellulare Zytokin-

Expression von Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) gemessen.
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Abb. 6 Relative Anderungen zu den Ausgangswerten der induzierbaren intrazelluldren

Zytokin-Expression in T-Helferzellen (Th-Zellen) wéhrend einer 42-tdgigen Therapie mit

Rosuvastatin oder Placebo. Nach einer 42-tagigen Stimulation mit PMA/lonomycin wurde

induzierbare intrazelluldre Zytokin-Expression von Interferon-y (IFN-y), Th-1-

Immunantwort, und Interleukin-4 (IL-4), Th-2-Immunantwort gemessen.
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4. Diskussion

Statine sind weit verbreitete cholesterinsenkende Medikamente die gunstige
Auswirkungen in verschiedenen Patientengruppen zeigen. Studien in grof3en
Mafstaben konnten belegen, dass sowohl Individuen mit normalen oder erhéhten
Cholesterinwerten als auch Patienten mit und ohne manifester Atherosklerose von
einer Statintherapie profitieren. Die meisten dieser Studien bezogen sich auf eine

Langzeitbehandlung von Patienten mit stabiler Angina pectoris (21, 22, 23, 24).

Urspriinglich wurden fir die Abnahme der Morbiditats- und Mortalitdtsraten die
lipidsenkenden Eigenschaften der Statine verantwortlich gemacht (24). Allerdings
zeigten multiple In-vitro-Versuche, Tierversuche und Studien am Menschen, dass
zumindest ein Teil dieser gunstigen Auswirkungen Uber cholesterinunabhangige
Mechanismen hervorgerufen werden. Durch die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase
kommt es nicht nur zur Verminderung der Cholesterinbiosynthese, sondern auch zur
Reduktion vieler zusatzlicher Intermediarstoffe. Diese Faktoren - wie z.B.
Geranylpyrophosphat - sind in ein weites Feld von zelluldren Ereignissen involviert.
Somit erscheint es denkbar, dass Statine neben der Cholesterinsenkung zusatzliche
Effekte austuben (25). In diesem Zusammenhang wurden z.B. die erhéhte
Stickstoffmonoxidbioverfugbarkeit, die Abnahme von oxidativem Stress, die
verminderte Expression des AT1-Rezeptors sowie die vermehrte Mobilisation von
endothelialen Progenitorzellen genannt (26, 27, 28). Viele dieser Untersuchungen
richteten ihr Augenmerk auf den Effekt von Statinen auf GefaRzellen, da die
Atherosklerose in erster Linie den Gefallwanden zugeordnet wird. Darlber hinaus ist
allgemein bekannt, dass die Atherosklerose einer systemischen inflammatorischen
Erkrankung &hnelt (3). Daher waren Untersuchungsergebnisse, die unterschiedliche
tiefgreifende immunmodulatorische Effekte auf zirkulierende Monozyten und
Lymphozyten hervorbrachten, von speziellem Interesse (16, 17). Diese Medikamente
fuhren zu vielfaltigen Verdnderungen in inflammatorischen Zellen, wie z.B. zur
Verminderung der Zytokine und der Adhasionsmolekile. Die meisten dieser
Ergebnisse leiteten sich von Studien mit isolierten Zellen oder von Tierversuchen ab.
In  Ubereinstimmung hiermit ergab sich, dass Statine die globalen
Entzindungsmarker, wie z.B. das hoch sensitive C-reaktive-Protein und Zytokine bei

verschiedenen Patientengruppen supprimieren (29, 30). Nichtsdestotrotz waren
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diese Studien nicht in der Lage zu unterscheiden, ob diese antiinflammatorischen
Effekte auf vaskuldren Heilungsprozessen oder einer direkten Wirkung der Statine
auf zirkulierende weille Blutkdrperchen basieren. Weitere Einblicke in die
Wirkungsmechanismen lieferten Studien, die demonstrierten, dass Statine bei Tieren
mit autoimmuner Myokarditis (31), bei Patienten mit chronischer Graft-versus-Host-
Erkrankung (32) und bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (33) das
Immunsystem durch Verminderung der Th1-Immunantwort beeinflussen. Allerdings
konnten diese Studien kleinen Umfangs keine vermeintlich akuten Effekte
differenzieren und waren daher auch nicht vorgesehen, um potenzielle
lipidunabhangige Effekte nachzuweisen.

Patienten mit akutem Koronarsyndrom weisen ein sehr hohes Risiko fiir unmittelbare
schwere kardiovaskuldre Komplikationen auf. Pathophysiologisch beruht dies -
neben der Plattchenaggregation - auf einer akuten (berschielenden
immunologischen Reaktion, die zur Ruptur atherosklerotischer Plaques und
letztendlich zu Gefaldverschlissen fuhrt. Somit sind diese Patienten pradestiniert fir
eine sofortige immunmodulatorische Therapie. Die in dieser Studie présentierten
Daten demonstrieren deutlich, dass die Therapie mit Rosuvastatin bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom zu einem schnellen antiinflammatorischen Effekt - innerhalb
von 24 Stunden - fihrt. Dies wird durch die sofortige Verminderung der
zirkulierenden proinflammatorischen Zytokine IL-6, TNF-a, und IFN-y verdeutlicht.
Die meisten inflammatorischen Zytokine leiten sich entweder von Gefalzellen,
Monozyten oder Lymphozyten ab. Um genauere Einsichten in die
Wirkungsmechanismen zu gewinnen, wurde die induzierbare Zytokinexpression in
Monozyten und Lymphozyten bewertet. Wahrend Rosuvastatin keinen signifikanten
Effekt auf Monozyten zeigte, wurden die TNF-a- und IFN-y-Expression in
Lymphozyten stark vermindert, was darauf schlieRen lasst, dass Statine vor allem die
adaptive Immunantwort bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom beeinflussen. In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen war auch die Th1-Antwort, die als IFN-y-
Expression in T-Helferzellen bemessen wurde, vermindert. Wohingegen kein Einfluss
auf antiinflammatorische Zytokine wie z.B. IL-4 oder IL-10, die das Immunsystem in
einen weniger aggressiven Zustand versetzen, bestand.

Es ist anzunehmen, dass diese antiinflammatorischen Eigenschaften von klinischem
Nutzen sind. So zeigten klinische Studien wie MIRACL und PROVE-IT-TIMI-22, dass

Patienten mit akutem Koronarsyndrom von einer Statintherapie profitieren (12, 13).
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Allerdings ist nicht bekannt, inwiefern dies auf der Lipidsenkung oder auf
sogenannten pleiotropischen, lipidunabhangigen Effekten von HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren beruht. Von groRem Interesse war die Erkenntnis, dass die
antiinflammatorische Wirkung innerhalb von 24 Stunden auftrat, und das Ausmafl
dieser Antiinflammation im Verlauf der sechswdchigen Untersuchung nicht
wesentlich zunahm. Am wichtigsten ist hierbei, dass der schnelle Effekt sich nach der
Einnahme einer einzigen Tablette und ohne eine entsprechende Anderung der Fett-
Werte im Plasma zeigte. Signifikante Verminderungen des Gesamt- und LDL-
Cholesterins kamen erst nach 72 Stunden hinzu. Daher erscheint es wahrscheinlich,
dass die aufgezadhlten Einflisse auf inflammatorische Zellen unabhéngig von den
lipidsenkenden Eigenschaften der Statine auftreten.

Diese Ergebnisse stimmen mit denjenigen einer kurzlich veréffentlichen Studie
Uberein, bei der schon nach 24-stindiger Behandlung ein gunstiger Effekt von
Statinen auf die endotheliale Funktion bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung
gefunden wurde (34).

Die vorliegende Studie =zeigt zum ersten Mal bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom, dass Statine die Immunantwort von T-Zellen durch eine
Downregulation  proinflammatorischer  intrazelluldrer  Zytokine und  durch
Unterdrtckung der Th1-Antwort inhibieren, wobei es eher zu einer Beeinflussung der
adaptiven T-lymphozytdren Immunitdt als der Monozyten kommt. Diese Effekte
treten schnell - innerhalb von 24 Stunden - und unabh&ngig von der Lipidsenkung
auf. Demnach sollte eine Therapie mit Statinen - unabhangig von den dabei
bestehenden Lipidwerten im Plasma - zur initialen Behandlung des akuten
Koronarsyndrom gehdren, bis die antioxidativen und antiinflammatorischen Effekte
dieser Substanzen potenziell der wohl bekannten Verminderung kardiovaskulérer

Ereignisraten unterliegen.
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5. Zusammenfassung

Das akute Koronarsyndrom (ACS) wird durch intensive proinflammatorische
Ereignisse innerhalb der Gefallwand hervorgerufen, die zur Aktivierung von
Blutplattchen und Koagulationsprozessen filhren. HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren
(Statine) reduzieren die kardiovaskulare Mortalitdt und Morbiditdt sowohl bei
Patienten mit stabiler Angina pectoris als auch beim ACS. Es ist jedoch unklar, wie
es zu den unmittelbaren glinstigen Effekten von Statinen bei Patienten mit ACS
kommt und ob diese Eigenschaften im Zusammenhang mit der Lipidsenkung stehen.
Patienten mit Troponin-positivem ACS (n=35) wurden in 2 Gruppen randomisiert.
Uber einen Zeitraum von 6 Wochen erhielt eine Gruppe 20mg Rosuvastatin, die
andere Placebo. Das Hauptziel der vorliegenden Studie war die Beurteilung der
antiinflammatorischen Effekte von Rosuvastatin, bemessen an intraplasmatischen
Zytokinspiegeln (IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10) sowie an der intrazellularen
monozytdren und lymphozytédren Zytokinproduktion. Die Messungen wurden vor
Behandlungsbeginn sowie am 1., 3. und 42. Behandlungstag durchgefuhrt. Im
Vergleich zu Placebo flhrte die Rosuvastatintherapie innerhalb von 24 Stunden zu
einer signifikanten Verminderung der Plasmakonzentrationen der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IFN-y. Darlber hinaus induzierte
Rosuvastatin im selben Zeitraum einen schnellen und signifikanten Abfall der TNF-a-
und IFN-y-Produktion in stimulierten T-Lymphozyten. Die monozytare Zytokin-
Expression blieb allerdings von der Statintherapie unbeeinflusst. Die Plasmaspiegel
von IL-6 und CRP sanken im Verlauf der Untersuchung, wobei sich keine
Unterschiede zwischen beiden Gruppen ergaben. Die Plasmaspiegel der
antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 blieben ebenfalls unverandert. Im
Gegensatz zu Placebo inhibierte Rosuvastatin die Th1-Immunantwort innerhalb von
24 Stunden. Hervorzuheben ist, dass sich signifikante Anderungen des Gesamt- und
LDL-Cholesterins erst 72 Stunden nach Behandlungsbeginn ergaben.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass Rosuvastatin schnelle, lipidunabhangige,
immunmodulatorische Effekte bei Patienten mit ACS ausulibt, insbesondere auf der

Ebene der T-Zell-Aktivierung.
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